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摘要 ：特异引物对(TOX 1P／1F；TOX 2P『2F)用于检测微囊藻毒 紊合成酶基 因 mcyB片段在 
38种水华蓝藻 中的分布情况。结果显示 ，所有能产生微囊藻毒 紊的微囊藻 都有特异扩增 条 
带 ，非产毒株则没有=几种常规的毒性检测方法验证 了 PCR方法所获结果的准确性 。本研 
究发展了以全细胞 PCR法检测 mcyB片断，说明全细胞 PCR检测法适用 于不同来 源的蓝藻 
材料。结果证明以 DNA为基础鉴别产毒 和非产毒徽囊藻及其他水 华蓝藻的方 法是可行 和 
实用 的。 
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蓝藻水华持续大面积的发生 ．极大地危害水体生态系统的结构和功能，某些水华种类 
产生的藻毒素对人类的健康也构成了直接或潜在的影响 产生微囊藻毒素(Microcystln， 
MC)的藻类主要是微囊藻属(~Vllcrocystis)，其他如鱼腥藻属 (Anabaena)、念珠藻属(Nos一 
)、颤 藻属 (Osciftatoria)、节球 藻 属 (,X!odularia)的某些 种或 株 系也产 生微 囊 藻 毒 
素 ]。自然水体中，影响水华毒性大小的主要因子之一是构成水华的有毒株、无毒株的 
比例。以 日本的 Kasumigaum湖为例，从 1978年到 1989年 ，微囊藻水华的毒性变化与从 
水华分离的产毒或非产毒微囊藻藻株 占优势是对应的 澳大利亚和英 国的湖泊也有 
类似的报道 ’ 。消除微囊藻水华及其毒素的影 响，研究构成水华的产毒微囊藻和非产 
毒微囊藻．就有必要开展产毒微囊藻的快速分析技术研究。 
初步研究 表 明，特 殊 的多 肽 合 成 酶 基 因——m邮 仅 存 在于 产 毒 微 囊 藻 藻株 
中 。本研究结果为发展 区分产毒和非产毒微囊藻株 的 PCR技术提供了现实可行 
性。但是 ，现有方法的特异性仍有待加 以证实 ，其灵敏性也有待进一步提高；另一方面，常 
规 DNA样品制备程序相对复杂 ，限制了该方法的推广应用。 
用特异引物对(TOX 1P／IF；TOX 2P／2F)检测了微囊藻毒素合成酶基因 mcyB片段 
在不同水华蓝藻中的分布情况 在此基础上．发展了水华蓝藻产毒特性的垒细胞 PcR检 
测法，为快速鉴定产毒和非产毒微囊藻提供了可行 的技术 ，为产毒水华的早期预报和防治 
提供了新的技术途径。 
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1 材料与方法 
1．1 藻种及培养 藻种均 由中国科学 院典型培养物保藏委员会淡水藻种库 (FACHB- 
Colection)提供(表 1)。选用 MAI 培养基 ，培养温度 25—3O℃，光照强度 20-40t．maol· 
rD_～ ·s～
， 白光连续 光照 ，静止培养。以下干藻粉样品均 由冰冻干燥法制备 ：M ．w574 
1998年制备；M ．a8641 1996年制备；M ．口Pcc 7820 1988年制备；M ．口(滇池一1)1998 
年制备；M n(滇池一1)1998年制备 ；0 raciborski(大冶一1)1999年制备。 
衰 1 藻种豆其来谭 
Tab 1 Strair~usedinthis study 
藻 种 来 源 藻 种 来 源 
M／erl~ ／s ～ KOn．PCC7806 目 M n ～ Kt~tz(五大二池) 中国(黑龙江 五大连池) 
M w 一 Ktie~PCC7 O 目 M 删’嗒I加 Kt~tz(五大二泉) 中国(黑龙江 五大连池) 
M ∞  t，～ KOn NIES90 日 M 础r ～ Kt~tz{淀山胡 ) 中国(上悔 靛 山}胡) 
f^ o,'r'ug／nosa K~Jt2 NIESlO1 日本 M aeru~ Kt~tz(保安胡 ) 中国(}胡北 太冶) 
f^ e／abe~ K恤z NIES-42 日本 M 曲n轷～ Kt~tz(馥池-1) 中国(云南 滇池) 
M hols~t嘲 Lernm NIES43 日奉 M 曲n轷～ Kiltz(馥池，3) 中国(云南 滇池) 
M 一 Katz NIES98 日 M ~ridis Lecnm (馥弛 1) 中国(云南 滇池) 
M 删’学 加 Ktltz UTEX-2061 美国 M viridis Lecnm (馥池，2) 中国(云南 滇池) 
M spurEx 目 M T~senbecgiK_肌 574 中国(江苏 无锯 
M uⅡ “  美 国 M 印 ∞  南 非 
M 卯”学 棚 Kt~tz 8641 中国(武汉 东胡J M 册 10 日术 
M 卯”学 棚 Kt~tz 86 中国(武汉 东胡J O~．／ator4a r 晶 “Wclos(大陪 1) 中国(胡北 大治) 
M sp 575 中国(江苏 无锯) 0 Pk 咖 蛐 7O8 中国 
f^ 573 中国(江苏 无锯) 0 叩 NIES-610 日奉 
f^ 572 中国(江苏 无锯) 0 NIES-595 日奉 
f^甲 525 中国(武汉 东潮) Anabaena^ m B UTEX-1444 目 
f^ so 526 中国(武汉 东潮) A so PCC7120 法国 
f^ sO．569 中国(武议 东潮) A自 甜 唧1m Ra№44_1 美国 
f^ sp 502 中国(武议 东}胡) 8 一 e／en／~ta 410 目 
1．2 水样采集 用采水器采集表层水样。水样采 自无锅太湖仙岛北岸、西岸 ，蠡园内湖、 
外湖。采样时间为 1999年 l2月 5日，水温 1O℃，pH值 7．0。 
1．3 藻细胞基因组 DNA提取 收集 50mL对数生长期培养物 ，10 O00r／min离心 lOmin， 
加裂解液 (含 250mm&／LTRIS-HCL(pH8 0)，60mm&／L EDTA-Na2(pH8 0)，4％ SDS 
400~L，5OraL蛋白酶 K，65℃水浴 1h以上，破除伪空胞。镜检细胞破裂情况。离心，上清 
液移人新管 ，加等体积酚 ：氯仿 ：异丙醇(25：24：1)，温和混合 lOmin。离心，将上清液小心 
移人新管中，加人等体积氯仿 ，温和混合 lOmin。离心，将上清液移人新管中 ，加人两倍体 
积的冰无水 乙醇。 一2O℃沉 淀过夜 离心，去上清。75％乙醇洗管壁。干燥后加适量 
TE溶液溶解 。 
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1．4 pcR检测法 PCR扩增条件参见文献：15]。使用的热循环仪为 GeneAmp2400 
(Perldn—Eliner Cetus Corporation，Emeryville，California)。总体积 50t-~L的反应液中包 
括：10×amplification buffer(含 1 5mmol／L Math)，0．2grnol／L dNTPs，引物各 20pmol，1 
U Taq DNA Polymerase，3—5 经纯化的蓝藻基因组 DNA。 
1．5 全细胞 PCR反应 扩增反应直接使用藻细胞(培养物、干藻粉或自然水样 )，或将培 
养物或水样经无菌去离子水洗涤 3次以上(离心和振荡)，用一定体积的无菌去离子水悬 
浮均匀．再为扩增所用 扩增用 PCR仪为 GeneAmp2400或 Gene．aanp9600(Perkin—Elmer 
CetusCorporation，Emerv lie，California)。PCR反应体系(每 20gL总体积包括 )：BSA 
(0 lmg／mL)；10×PCR buffer(含 1 5mmol／L MgC．1z)；0 2wnol／L dNTPs；引 物 各 
20pmol：0．5U Taq DNA Polymerase；6t-~L藻细胞或新鲜水样或 1×10 mg干藻粉作 为 
PCR反应底物。全细胞 PCR反应条件同常规 PCR。 
1．6 其他测定方法 生物测试法。取 10mL藻样(干或鲜 )，取 lmL测于重。将余下 的 
9mL藻样稀释成相差两倍浓度的梯度，反复冻融三次 ，对 KM 小白鼠进行腹腔注射。统 
计 4h内死亡的小鼠，记录死亡的时间及致死浓度，计算该浓度对应的藻粉干重。最小致 
死剂量计算：藻粉干重g／鼠重 kg。 
酶联免疫吸附法(Enzyme Linked Immuno~rbent Assay，ELISA)和微囊藻毒素的高 
效液相色谱(High Performance Liquid Chromatography，} Lc)测定藻样的微囊藻毒素详 
见报道方法-． 。 
水样微囊藻毒素的测定：采集 自然水体中的水样 (4000mL)，然后酸化(按取样体积 的 
4％加入乙酸)，用玻璃滤膜过滤，再用 C18柱过滤，先用 8_1OrTlL 2O％的甲醇水溶液洗脱 ， 
再用 10n】L的纯甲醇将毒素洗脱下来。此样品上硅胶柱后 ，先用 8—1OrTlL纯 甲醇淋洗， 
后用 10％的水一0．1％三氟醋酸(TFA)的甲醇将毒素洗脱 ，此洗脱下来 的毒素溶液用旋转 
蒸发器蒸干 ，加入定量的(通常是 0．4—0 5mL)的 HPLC流动相 ，即可在 HPLC中测定。 
2 结 果 
2．1 pcR检测法鉴定产微囊藻毒素藻株 
引物 对 "FOX 1 P，lF 和 "FOX 2P但F扩 增 的 目的 片段 大 小 分 别 约 为 1300bp和 
350bp[”]
。 分别用两对引物检测表 l中列出的 38株蓝藻藻株。检测结果表明，l9株产毒 
微囊藻藻株都分别获得 1300bp和 350bp左右的扩增产物，而 l1株非产毒微囊藻则没有 
扩增产物。PCR扩增结果确认藻株的毒性 与用其他三种 方法 ( Lc、ELISA、Bioas,say) 
检测藻株的毒性是一致的。但 M ．。526的 PCR结果呈阳性 ，ELISA结果却显阴性。引 
物对 Tox 2P／2F扩增结果无非特异性条带，比TOx 1P／1F检测效果更好。 
无毒的 Armbaena 仉m 1444，Anabaena sp．7120，Aphanizom~on flos-aqua~e 
44—1，Oscillator plankwnica 708和 Oscillatoria raciborski(大冶 1)等其他蓝藻没有扩 
增 出目的条带。值得指出的是 ，两株有毒颤藻 OsciUatoria sp．NIES-595、Oscillatoria sp 
NIES-610，无特异的 PCR扩增产物。以上结果说 明，有毒微囊藻藻株有微囊藻毒素合成 
酶 mcyB，无毒微囊藻和其他不产微囊藻毒素的蓝藻没有 mcyB。 
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2．2 全细胞 PCR法鉴定产微囊藻毒素藻株 
全细胞 PCR的方法检测 已用常规 PCR法检测过的藻株培养物 ，其结果和常规 PCR 
检测的结果一致(图 1A) 即产毒的微囊 藻藻株得到特异的扩增条带 ，无毒 的藻株则没 
有。其他不产毒蓝藻检测结果也呈阴性。 
全细胞 PCR同样能用于检测 自然水样 中的产毒微囊藻藻株。无锡太湖的两个水样 
检测结果都是有毒的。无锡蠡园外湖通往太湖 ，水样检测结果呈阳性，内湖是人工湖 ，水 
样没有毒。PCR结果准确地反映了水样毒性 。 
将水样稀释成浓度梯度 ，测试该反映的检测下限。随着样品的稀释倍数增加，目的扩 
增产物信号减弱，非特异性扩增产物信号增强 。该检测下限对应水样中的微囊藻细胞数 
在 2000oells／mL以下(图 1)。 
A B 
图 1 生细胞 PCR(引物对 Tox2P／2F)鉴定培养物(A)及 自然水样(B)中产毒散囊藻 
Whg 1 Discrhafinatlcndtoxic JMicrocs~tis ce~ls bywhole celsPCRin cult0r~(A)andin natural samptes(B) 
A：1 M  sp 575 2 M  so．434 3 M  so 573 4．M sD 572 5．M  so 526 6．M  sp 469 
7 M so+525 8．M sp 569 9 M sp 502 10 M．。(五大二泉) 11 M (滇池．3) 
B：1 M a PCC 7806的基因组 DNA为反应底物 2 未经处理的原浓度新鲜水样为反应底物 
3．经无菌去离子水处理的原浓度新鲜水样为反应底物 4 水样稀释 5倍 5．水样稀释 10倍 
6 水样稀释 50倍 7 术样稀释 100倍 8 水样稀释 500倍 9 术样稀释 1000倍 10 水 
样稀释 20oo倍 M：PCR M~koA- 
全细胞 PCR检测 5种微囊藻干粉，结果显示都有毒，而阴性对照 O．raciborski(大 
冶一1)干藻粉则没有阳性结果。干藻粉的检测下限低于 1×10 mg。 
2．3 ItPLC、ELISA及 Bioassay检测结果 
三种检测法分别确认 了藻株、水样 、干藻粉的毒性 ，检测结果相互吻合(图 2、表 2) 
ELISA检测法对于产毒、非产毒藻株的区分标准是：微囊藻毒素的含量>50ng／L(水 
样体积)的藻株为产毒株 ，小于这个值的为非产毒株。也有 以 20ng／L为标准的 本试 
验采用前一种区分标准。MC标准稀释梯度作为对照 ，根据其检测结果计算本次检测的 
相关系数 R=0 951，显著性差异 P<0．001。表 2显示 了不同藻株 的 ELISA定性检测结 
果。韦氏微囊藻的微囊藻毒素含量界于 20-50~ L之间。与生物测试的结果相符。说明 
它是低毒株。M．sp．526的阴性结果及 0 sp．595与 PCR检测 的结果不太一致。其他 
藻株 ELlSA法检测结果与 PcR检测结果相符合。 
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图 2 I-~LC检测法检测微囊藻藻株散囊藻毒素的色谱图 
Fig．2 H h-ixfIorrrmnce d ehromatogrmm of 5 strains 
A：M 口(保安瑚) B：M 口(淀山潮) 
囊 2 ELISA法拉捌不同撇囊尊尊抹撇囊尊●童音量 
Tab 2 Detection of micmcyatins by ELISA 
Strain MC(r L) SwoJn MC( L) Strain MC( L) 
M 口 麟 7806 >50 sD 569 >50 M  5D 573 < 20 
M 口Po。7820 >50 M 邬 469 50 20 吖 5D 572 < 加  
M d 90 >50 M 邬 502 50 20 M (滇池 一2) >50 
M 口 t0t < 20 M 印 563 >50 M  574 50—20 
M  P 42 <20 M  524 < 20 M ∞ 525 >50 
M h 43 <20 M 0(五大二}噍) >50 M ∞ 526 <20 
M ．口98 <20 M 日(五大二泉) >50 M ∞ 20 50—20 
M 口B641 >50 M 日(淀山湖) >50 M ∞ l0 >50 
M 口86 >50 M 0(保安期) >50 0 ，大冶+1 <20 
M 口2061 <20 M 0(0t啦 一I) >50 O 708 <20 
M 8p 575 <20 M 日(滇}噍一3) >50 An f1444 <20 
M 8p 434 >50 M (滇池 一1) >50 An 8p 7I20 <20 
0 sp 595 >50 
3 讨论 
世界各国都积极开展有关产毒藻类的生物学、毒素的化学(分子结构及衍生物 )、毒理 
学以及预防对策的研究。针对某一特定水体的蓝藻水华，人们首先关心的是各种水华藻 
类是否产毒?其毒性如何?各种分析产毒微囊藻的常规方法如 HPLC、ELISA、Bioassay、 
蛋白磷酸酶抑制法、FABMS等都有不同局 限性 。因此 ，建立快速准确鉴定产毒微囊藻 
的方法和技术是水华蓝藻研究和控制的重要一步。本文描述的全细胞 PCR方法，能准确 
灵敏地检测出培养物、自然水样及冻干藻粉中的产毒微囊藻细胞。 
用 PCR方法检测来源不同的 30株微囊藻藻株，它们的毒性能通过直观的有无扩增 
条带表现出来。检测结果与 HPLC、ELISA、Bioassay结果一致。Borner“ 用同样的两对 
引物检测 10株微囊藻藻株的 m胡 基因分布。其 中 5株产毒微囊藻藻株 中获得 阳性检 
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测结果 ，而 5株非产毒微囊藻藻株呈阴性结果。Neilan“ 使用另外一对根据 mc 设计 
的引物对 FA RAA检测 mcyB 基因与藻株毒性之间的相关性 ，10株有毒微囊藻藻株 
PCR结果呈阳性，6株无毒微囊藻藻株中5株 PCR结果 阴性 ，1株结果阳性。 
非产毒株出现阳性 结果可能因为所产毒素在检测 限以下或 m 序 列发生变异。 
Bornergls]报道 了相同的现象，引物对 Tox 1P／1F在另外两株产微囊藻毒素的颤藻藻株中 
投有获得 PCR阳性结果。综合比较有关的结果 ，说明这个方法在微囊藻藻株 中特异性更 
高一些 ，在其他产微囊藻毒素的蓝藻藻株中有关微囊藻毒素合成酶基 因还需详细研究 
对比其他研究者发表的结果，可以看 出，mcyB 基因单元可 以作为特殊 的分子标志物，鉴 
定产毒和非产毒微囊藻藻株 
许多有机体完整的细胞可用来做杂交、同工酶分析、克隆的筛选 、PCR反应。本文首 
次报道用蓝藻液体培养物包括分离株及无菌株 、自然水样及干藻粉做 PcR反应底物。全 
细胞 PCR检测结果与常规 PCR、HPLC、ELISA、Bioassay检测结果一致说明 了其准确性 。 
检测下限低于 100eels／mL说明该方法的灵敏度很高。一般认为 自然水样 中往往 有许多 
杂质抑制 PCR反应，而所用的太湖水样中有绿色微囊藻，韦氏微囊藻，具缘微囊藻，还有 
星芒藻，小球藻 ，颤藻 ，硅藻 ，盘星藻等 ，还有一些枝角类 、桡足类浮游动物。实验证明自然 
水样不经任何处理就可以直接用于 PCR反应。水样经无菌水洗涤几次 ，PCR结果更 清 
晰，消除了非特异性条带影响。由此看来，非特异性条带来 自杂质的干扰，而不是来 自藻 
细胞本身。通过改进反应底物和引物的浓度 比例 ，优化其他反应条件 ，就能进一步降低检 
测限。理论上．全细胞 PCR法可检测痕量的样品。还可 以根据信号的强弱粗 略地 了解产 
毒微囊藻藻细胞的数量。全细胞 PCR反应的关键是反应体系中加人了 BSA。实验证明， 
不加 BSA的全细胞 PCR反应得不到任何结果。常规 PCR反应中加入 BSA也不影响反 
应结果 
全细胞 PCR不依赖各种微囊藻毒素异构体 ，只要有产毒能力的藻细胞都能检 出。类 
似于韦氏微囊藻这类低毒株也能被灵敏准确地检测出毒性“ 。结果表明，全细胞 PCR 
方法对测试材料要求不高，实验室培养物 、自然水样或干藻粉等不同的材料均有较好的扩 
增效果 。用它来检测产毒微囊藻省时省力 ，简单易行 。检测下限低，准确灵敏，特异性强， 
对操作和仪器的要求不高且成本低廉 ，结果直观易于解释，每次反应的检测量大。上百个 
样品同时检测，从处理样品到电泳完毕 2h左右就够了。本方法的局限之一是不能定量检 
测藻株毒性大小 ，区分微囊藻毒素的各组分。其次 ，它只能测细胞产毒能力而不能测出水 
中溶解的微囊藻毒素。 
综上所述，全细胞 PCR方法不仅可用于实验室产毒微囊藻的鉴定、筛选，如果加上产 
毒细胞数与水体毒性大小的相关性．还可建立 以产毒细胞数为标准的不 同层次的警报系 
统 ，及时监测自然水体里的产微囊藻毒素的微囊藻藻株。此方法应用于研究湖泊产毒和 
非产毒种类 的分布及数量也是可行的。 
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CHARACTERIZ n ON oF 1DXIC W ATERBI M —日0]RM ING 
CYANOBACTERIA BY MODIFIED PCR 
PAN Hui，SONG Li—tong，LIU Yong一(1ing，ZHU Yun-zhi and SHEN Qiang 
(Institute ofH：xtrobio~ ．TheChineseA。 o，s出n s，Wud~n 430072) 
Abstract：The present study surveyed the distribulion of microcystin—producing g∞ e_一  
m by PCR among 38 bloom-forming cyanobacteriai strains from FACHB—Collection．The 
results demonstrated that spe~ai amplifications were bemg gotten only from 19 toxic M icro— 
cystis strains．wh~eas it was deficient in nontoxic Ones got none．The PCR results showed 
h }1ly agreement with the toxicity of every strain determined by HPLC，ELISA，and Bioas— 
say respectively．Furthermore．the traditional pcR protocols were simplifed by checking the 
cyanobacteria cells directly instead of the previously used exIracted genomic DNA．The 
whole cels PCR we developed in this study could be successfully applied to cultured a ae 
materials，water samp and lyophillzed hcteri a1 ceils．Thus，discrirninaticaa of toxic 
an d nontoxic M icrocystis strains by molecular biological technologies pmves to be practicable 
and e埔cac US． 
Key words：Whole cells PCR；W ater-blooming cyanobacteria；M icr~ stis；M icroeystins 
mcyB；Gene 
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